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(54) Title: METHOD FOR AMPLIFYING THERAPEUTIC VACCINE ACTIVITY 
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(57) Abstract: The invention concerns the use of a compound depleting or temporarily inhibiting B cells, in the preparation of a 
composition to be administered to a patient in order to increase the T cell response specific to a vaccine, in particular a therapeu- 
^T} tic vaccine, against a tumor or a chronic infection by a virus, parasite or another micro-organism. In a particular application, the 
composition is designed to be administered to a patient in order to increase the T cell response specific to a vaccine, in particular a 
therapeutic vaccine, comprising at least one inactivated human immunodeficiency virus (HIV). In particular, the depleting compound 
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is an antibody, advantageously monoclonal, directed against the CD20 transmembrane antigen of pre-B cells or mature B cells. 

(57) Abrege : L'invention concerne l'utilisation d'un compose depletant ou inhibant transitoirement les lymphocytes B, dans la pre- 
paration d'une composition destinee a etre administree a un patient dans le but d'augmenter la reponse cellulaire T speciflque a un 
vaccin, particulierement un vaccin therapeutique, contre une tumeur ou une infection chronique par un virus, un parasite ou un autre 
micro -organisme. Dans une utilisation particuliere, la composition est destinee a etre administree a un patient dans le but d'aug- 
menter la reponse cellulaire T speciflque a un vaccin, particulierement un vaccin therapeutique, comprenant au moins un virus de 
rimmunodeficience humaine (VIH) inactive. Particulierement, le compose depletant est un anticorps, avantageusement monoclonal, 
dirige contre l'antigene transmembranaire CD20 des lymphocytes pre-B ou B matures. 
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Procede pour amplifier Tactivite de vaccins therapeutiques 

L'invention se place dans le domaine de l'immunologie, plus specifiquement dans 
celui de l'immunotherapie active specif ique aussi appele vaccin therapeutique. 
5 Elle couvre l'utilisation d'un ou plusieurs composes depletant les lymphocytes B 

du systeme immunitaire. Ces composes sont destines a etre administres a un patient au 
moment d'une vaccination, particulierement une vaccination therapeutique, contre une 
tumeur et/ou une infection chronique virale, parasitaire ou a germe intracellulaire dans le 
but d'amplifier et/ou de prolonger l'activite cytotoxique des lymphocytes T a 1'egard des 
10 cellules tumorales ou des cellules infectees par un virus, un parasite ou un germe 
intracellulaires. 

Le systeme immunitaire est charge de detruhe (elimination) ou d'empecher la 
proliferation (maintenir dans Porganisme a tres basse concentration) les microbes, virus 
et parasites qui y ont penetre. Le systeme immunitaire est principalement forme des 
15 organes lymphoi'des secondaries, du thymus, de la moelle osseuse et d'un reseau de 
cellules placees pres des revetements cutanes et muqueux. Les organes lymphoi'des 
secondaries principaux sont les ganglions externes situes au niveau du cou, des aisselles, 
des aines et les ganglions internes situes au niveau du thorax et de P abdomen. Les 
plaques de Peyer situes le long du tube digestif sont aussi des formations tres importantes 
20 du systeme immunitaire de meme que la rate. 

Le systeme immunitaire est forme de plusieurs types de cellules qui ont chacune 
des specificites particulieres. Les cellules dendritiques issues des monocytes du sang, 
sont chargees d'ingerer de minimes fractions des pathogene (virus, bacteries, parasites), 
en general dans la region ou ils ont penetre l'organisme, puis de les couper en morceau 
25 pour les presenter a leur surface sous forme de peptides (fragments de proteines) appeles 
antigenes. Dans le meme temps, les cellules dendritiques migrent vers les differentes 
composantes du systeme immunitaire. 

Les cellules immunitaires les plus nombreuses sont appelees les lymphocytes ; 
elles circulent dans le sang, mais la majorite des lymphocytes se trouvent dans la moelle 
30 et les organes lymphoi'des. Au sein de ces organes, ils sont capables de reconnaitre les 
antigenes presentes a la surface des cellules dendritiques. 
II existe plusieurs types de lymphocytes : 

Les lymphocytes B se multiplient et se differencient au contact d'une cellule 
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dendritique presentant l'antigene. Ces lymphocytes B se differencient au cours de leur 
multiplication.Ils prennent alors le nom de plasmocytes et siegent principalement dans la 
moelle ; ils produisent des anticorps specifiques des peptides antigeniques qui ont ete 
presentes aux lymphocytes B par les cellules dendritiques (ou d'autres types cellulaires 
5 capables de presenter des antigenes). Les anticorps sont des proteines qui circulent dans 
les vaisseaux et les espaces extracellulaires ; ils sont capables de se fixer sur l'antigene en 
cause et de preparer ainsi la destruction des cellules porteuses de cet antigene. Ces 
anticorps sont aussi capables de neutraliser Pactivite biologique de micro-organismes qui 
circuleraient dans le sang ou les milieux extra cellulaires et de preparer leur destruction. 

10 - Les lymphocytes T CD8 sont principalement les lymphocytes cytotoxiques. 

Apres multiplication puis maturation, au sein du systeme immunitaire et particulierement 
au sein des organes lymphoi'des, au contact de la cellule dendritique porteuse d' antigene, 
ces lymphocytes T CD8 acquierent la capacite de detruire toutes les cellules portant 
l'antigene avec lesquelles elles rentrent en contact. 

15 - Une troisieme categorie de lymphocytes, les lymphocytes T CD4, est 

absolument indispensable a la proliferation et a la maturation des lymphocytes B (qui 
vont produire des anticorps) et des lymphocytes T CD8 (qui vont produire des cellules 
cytotoxiques). Ces lymphocytes T CD4 sont aussi specifiques de chaque type 
d' antigene ; apres etre entres au contact de la cellule dendritique au sein des organes 

20 lymphoi'des, ils ont la capacite particuliere de favoriser la multiplication et la maturation 
des lymphocytes CD8 (il s'agit alors particulierement de lymphocytes T CD4 , helpers de 
type 1 (TH1)) ou de favoriser la multiplication et la maturation de lymphocytes B 
specifiques de tel ou tel antigene (il s'agit alors de lymphocytes T CD4 TH2). 

25 Le systeme immunitaire est ainsi particulierement efficace pour controler ou au 

mieux pour eliminer de Porganisme des cellules infectees par differents types de micro- 
organismes tels que virus, microbe, parasites. Certains types de pathogenes necessitent 
majoritairement ou exclusivement la mise en marche de lymphocytes B a Porigine de la 
production d'anticorps ; on dit qu'ils mettent en jeu Pimmunite humor ale. A Pinverse, 

30 certains virus, parasites ou microbes situes a Pinterieur des cellules, necessitent 
prefer entitlement la mise en marche de lymphocytes TCD8 capables de detruire ces 
cellules infectees. Ces lymphocytes CD8 sont responsables de ce que Pon nomine 
Pimmunite cellulaire. 
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Une vaccination therapeutique consiste en 1' administration d' antigenes 
specifiques de tumeurs ou de microbes, virus ou parasites. Ces antigenes specifiques 
peuvent etre administres au patient sous forme de cellules infectees ou tumorales, 
prealablement inactivees (par un moyen physique ou chimique). lis peuvent aussi etre 
5 administres sous forme de proteines ou de peptides mais aussi d'ADN ou d'ARN 
specifiques des proteines ou des peptides en cause. Ces ADN ou ces ARN peuvent etre 
eux-memes libres ou introduits au sein de vecteurs ADN ou ARN viraux ou non viraux. 
Quels que soient le type et la forme de la preparation administree, le plus souvent par 
voies sous-cutanees (les voies intramusculaires et intraveineuses peuvent aussi etre utiles, 

10 de meme que la voie per os), l'objectif final est que cette preparation soit finalement 
transformee en peptides presentes a la surface des cellules dendritiques (ou d'autres types 
de cellules capables de presenter l'antigene). 

Le succes d'une vaccination, quelle que soit la forme de la preparation 
antigenique, necessite le plus souvent, Futilisation concomitante d' adjuvants d'origine 

15 minerale, chimique ou de composes biologique d'origine naturelle. 

La preparation antigenique (cellule tumorale ou infectee inactivee, proteines, 
peptide, ADN, ARN) peut aussi etre administre in vitro, a des cellules dendritiques 
preparees ex vivo a partir de cellules sanguines grace a des cytokines. Ces cellules 
dendritiques sont modifiees par Taction des cytokines pour exprimer a leur surface des 

20 antigenes (peptides) specifiques. Une fois qu'elles ont ete mises en contact de fa?on 
appropriee avec la preparation antigenique, ces cellules dendritiques chargees ex vivo en 
antigenes, sont administrees au patient, le plus souvent par injection sous-cutanee. Ces 
cellules migrent vers les organes lymphoTdes et provoquent la proliferation et la 
differentiation des lymphocytes T8 cytotoxiques a l'egard de cellules tumorales ou 

25 infectees (qui sont porteuses des antigenes en cause) et/ou a regard des lymphocytes B 
qui, se transformant en plasmocytes producteurs d'anticorps diriges contre les peptides 
antigeniques portes par les cellules tumorales ou les cellules infectees, peuvent permettre 
de faciliter la lyse de ces cellules. 

On peut attendre du principe de vaccination therapeutique qu'il favorise le 

30 controle ou meme 1' eradication d'infections chroniques ou de tumeurs. II demeure que 
les resultats cliniques de ces vaccins therapeutiques contre differents types de cancers ou 
contre des infections chroniques sont tres mediocres. 

On comprend de ce qui precede, Timportance aussi bien des lymphocytes T 
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cytotoxiques que celles des lymphocytes B dans la reaction immunitaire et 

particulierement dans la reussite potentielle de vaccins therapeutiques. Selon les 

connaissances actuelles, la presence et l'activite des lymphocytes B apparait comme 

essentielle pour obtenir une reaction immunitaire satisfaisante. 
5 Or, de maniere surprenante et inattendue, les inventeurs ont maintenant constate 

qu'un compose depletant ou inhibant les lymphocytes B naifs des organes lymphoides, 

est capable d' amplifier la reaction immunitaire de type cellulaire. 

En effet, les inventeurs ont observe que 1' administration d'un compose depletant 

les lymphocytes B naifs, permettait d'augmenter la reponse cellulaire T specifique a un 
10 vaccin therapeutique forme d'un virus de l'immunodeficience du singe (VIS) inactive par 

methode chimique et d'un adjuvant (adjuvant incomplet de Freud) et administre par voie 

sous-cutanee a des singes infectes par le virus de l'immunodeficience du singe. 

Ce resultat surprenant va a l'encontre des connaissances generalement admises 

concernant la reaction immunitaire telles qu'elles ont ete brievement exposees 
15 precedemment. II apparait en effet que la depletion des lymphocytes B lorsqu'elle est 

associee a une vaccination visant a stimuler l'immunite cellulaire, non seulement ne 

semble pas deletere, mais semble favoriser l'efficacite de la reaction de l'immunite 

cellulaire. 

Ainsi les inventeurs proposent a titre de premier objet de Tinvention, l'utilisation 
20 d'un compose depletant ou inhibant les lymphocytes B, particulierement les lymphocytes 
B naifs, dans la preparation d'une composition destinee a etre administree a un patient 
dans le but d'amplifier une reaction immunitaire des lymphocytes T cytotoxiques. 

Avantageusement selon Tinvention, ladite composition peut etre administree a un 
patient dans le but d'amplifier une reaction immunitaire des lymphocytes T cytotoxiques 
25 lorsque celle-ci est suscitee par une vaccination, preferentiellement une vaccination 
therapeutique, contre une tumeur et/ou contre une infection chronique virale, parasitaire 
ou a germe intracellulaire. 

La composition selon Tinvention est particulierement utilisable dans le traitement 
des maladies tumorales, a Texception des maladies du systeme hematopoietique et 
30 immunitaire telles que les leucemies et les lymphomes, particulierement le lymphome B. 

Selon Tinvention, le compose depletant ou inactivant les lymphocytes B peut etre 
tout compose dont Tadministration entraine une depletion des lymphocytes B ou a tout le 
moins une inactivation des lymphocytes B, c'est-a-dire un compose dont Tadministration 
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a pour consequence une diminution, voire un arret complet transitoire de l'activite des 
lymphocytes B. 

Ledit compose peut etre par exemple un anticorps, monoclonal ou polyclonal, 
particulierement un anticorps dirige contre les lymphocytes B. Particulierement ledit 
5 compose peut etre un anticorps dirige contre l'antigene transmembranaire CD20 des 
lymphocytes pre-B ou B matures. Preferentiellement, l'anticorps est un anticorps 
monoclonal dirige contre l'antigene transmembranaire CD20 des lymphocytes pre-B ou B 
matures. 

Ledit anticorps peut etre un anticorps naturel, ou obtenu par genie genetique. 

10 L'anticorps peut etre d'origine humaine, ou de tout autre mammifere comme par exemple 
murin ou encore produit par genie genetique, comme par exemple dans des 
microorganismes, ou encore par synthese chimique. 

L'anticorps peut etre ou ne pas etre humanise. II peut etre un anticorps chimere ou 
recombine. Particulierement, l'anticorps peut etre l'anticorps monoclonal vendu sous la 

15 denomination RITUXIMAB®. II s'agit alors d'un anticorps chimerique murin/humain 
obtenu par genie genetique ; il s'agit d'une immunoglobulin glycosylee associant d'une 
part les regions constantes d'une IgGl humaine et d'autre part les regions variables des 
chames legeres et lourdes d'origine murine. Get anticorps est produit par une culture de 
cellules de mammiferes (ovaires de hamster chinois) et purifie par chromatographic 

20 d'affinite et d'echange d'ions, comportant des precedes d'inactivation et d'elimination 
virales specifiques. 

Get anticorps, particulierement son fragment Fab, se lie specifiquement a 
Tantigene transmembranaire CD20 des lymphocytes B. Get antigene ne s'internalise pas 
lors de la liaison a l'anticorps et il n'est pas libere de la surface cellulaire. Le CD20 ne 
25 circule pas sous forme libre dans le plasma et n'entre done pas en competition pour la 
liaison a l'anticorps. 

Une fois lie a l'antigene CD20 des lymphocytes B, le complexe forme entre 
l'anticorps, ou le fragment Fab de celui-ci, et l'antigene CD20, genere des fonctions 
d'effecteur immunitaire qui entrament la lyse de ces lymphocytes par l'intermediaire du 
30 fragment Fc. Les mecanismes possibles de la lyse cellulaire sont une cytotoxicite 
dependante du complement (CDC), faisant intervenir la liaison du fragment Clq, et une 
cytotoxicite cellulaire dependante des anticorps (ADCC), passant par un ou plusieurs des 
recepteurs Fc gamma de la surface des granulocytes, des macrophages et des cellules 
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NK. 

Ainsi, selon l'invention, le compose depletant ou inactivant les lymphocytes B 
peut etre un fragment Fab d'un anticorps dirige contre l'antigene transmembranaire CD20 
des lymphocytes pre-B ou B matures. 
5 Selon l'invention, la composition dans la preparation de laquelle le compose 

depletant ou inhibant les lymphocytes B est utilise, peut etre administree par tout moyen 
connu, anterieurement, concomitamment ou posterieurement a une vaccination, 
particulierement une vaccination therapeutique contre une tumeur et/ou contre une 
infection chronique virale, parasitaire ou a germe intra cellulaire., L'administration de la 

10 composition selon l'invention peut etre realisee par tout moyen adequat connu. On citera 
par exemple l'injection, particulierement l'injection sous-cutanee ou intraveineuse ou 
intramusculaire, ou encore l'administration par voie orale. Preferentiellement, 
Tadministration est realisee par une injection intraveineuse. 

La composition de l'invention, peut comprendre tout support connu, 

15 biologiquement compatible pour une administration a un patient. On peut citer a titre 
d'exemple, l'eau demineralisee sterile, le serum physiologique ou encore une solution 
pour perfusion. 

Selon l'invention, une utilisation particulierement preferee est l'utilisation d'un 
compose depletant ou inhibant les lymphocytes B, dans la preparation d'une composition 
20 destinee a etre administree a un patient dans le but d'augmenter la reponse cellulaire T 
specifique a un vaccin therapeutique, comprenant au moins un virus de 
Timmunodeficience humaine (VIH) inactive. Particulierement, le compose depletant est 
un anticorps, avantageusement monoclonal, dirige contre l'antigene transmembranaire 
CD20 des lymphocytes pre-B ou B matures. 

25 

La figure 1 represente le resultat obtenu par une vaccination therapeutique 
pratiquee sur des singes infectes par un virus de Pimmunodeficience du singe (VIS) et 
traites ou non selon l'invention avec un anticorps monoclonal dirige contre l'antigene 
transmembranaire CD20 des lymphocytes B (RITUXIMAB®). Les courbes represented 
30 le nombre de copies d'ARN du virus VIS par millilitre de plasma des singes infectes par 
le VIS puis ayant re9U un an apres l'infection un vaccin therapeutique compose de virus 
VIS inactives et d'adjuvant, et traites ou non au RITUXIMAB®, en fonction du nombre 
de jours apres la vaccination therapeutique. 
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Dans cette figure sont represents les resultats obtenus avec : 
o : un vaccin VIS inactive + adjuvant ; 

• : un vaccin VIS inactive + adjuvant precede (J-3) et suivi (j+4etj + ll) d'une 
administration de RITUXIMAB®. 

5 

D'autres caracteristiques de l'invention apparaitront dans l'exemple de realisation 
de l'invention, ainsi que dans la figure, sans pour autant que ceux-ci ne constituent une 
quelconque limitation de Tinvention. 

10 EXEMPLE : Mesure de l'effet d'un compose depletant les lymphocytes B sur la 

reponse des cellules T apres vaccination therapeutique contre un virus 

□ Materiels et Methodes : 

• Le projet de recherche a ete approuve par le comite des etudes animales de l'lnstitut 
de Medecine Tropicale de Guangzhou, Chine. 

15 • Preparation du virus inactive : le virus VISmac251 a ete inactive par traitement a 

l'aldrithiol-2 (AT-2) comme decrit precedemment (Lu, W. et coll., J. Virol., 75 : 
8949-8956, 2001). Le virus VIS-AT-2 inactive a ete concentre par 
ultracentrifugation pour obtenir une concentration finale de 2.10 10 particules virales 
/ml, et a ensuite ete congele a -80°C pour conservation jusqu'a son utilisation. 

20 • Animaux : 8 macaques adultes sains, rhesus " colony-bred" proviennent du Shunde 

Experimental Animal Center (Guangdong, China). Les animaux ont ete infectes 
avec le virus VISmac251, comme decrit precedemment (Lu, W. et coll., Nat. Med. 
9 : 27-32, 2003), une annee avant la vaccination therapeutique. 

• Preparation du vaccin therapeutique : Le virus VIS-AT-2 inactive a ete decongele a 
25 temperature ambiante. 10 10 particules virales (0,5ml) ont alors ete melangees a 0,5 

ml d'adjuvant incomplet de Freund (Sigma-Aldrich Chimie Sari, Saint Quentin 
Fallavier, France) pour donner 1 ml de vaccin VIS-AT-2 inactive. Ce melange a ete 
utilise pour immuniser les animaux. 

• Vaccination : Les 8 animaux ont re<?u 1 injection sous-cutanee de 0,25 ml a la 
30 racine des 4 membres (soit au total 1 ml) de vaccin VIS-AT-2 inactive . 4 d'entre 

eux ont re9U du RITUXIMAB® par voie intraveineuse, a raison de 1 0 mg/kg, 3 
jours avant la vaccination therapeutique, puis 4 jours et 11 jours apres ladite 
vaccination therapeutique. 
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Mesures virologiques et immunologiques : La mesure de la charge virale et de la 
cytolyse virospecifique ont ete realisees regulierement toutes les 2 semaines, 
comme decrit precedemment (Lu, W. et coll., J. Virol., 75 : 8949-8956, 2001 ; Lu, 
W. et coll., Nat. Med. : 1081-1085, 1999) sans modification. La reponse des 
cellules CD4 + Thl et des cellules-T memoires CD8 + a ete mesuree par le test en 
spot de la secretion de Tinterferon-Y a Taide du kit ELISPOT de R&D Systems 
Europe (Lille, France) selon les recommandations du fournisseur. 
Analyses statistiques : Les tests de Mann- Whitney ou de Wilcoxon ont ete utilises 
pour comparer les donnees avant et apres immunisation. 



□ Resultats : 

Mesure de l'effet du compose depletant les lymphocytes B : 

4 semaines apres la vaccination therapeutique, la quantite d'ARN du virus de 
rimmunodeficience du singe (VIS) contenue dans le plasma des singes a diminue de 100 
15 fois chez les animaux vaccines et traites au RITUXIMAB® et de 10 fois chez les animaux 
vaccines mais non traites au RITUXIMAB® . La figure 1 presente ces resultats. 



□ Conclusion 

II apparait que la depletion temporaire, ou l'inhibition des lymphocytes B nal'fs est 
20 un outil puissant dans la promotion de la reponse cytotoxique antigene specifique des 
cellules T au cours de rimmunisation contre des virus ou des tumeurs. 
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REVENDICATION 



1) Utilisation d'un compose depletant ou inhibant les lymphocytes B, 
dans la preparation d'une composition destinee a etre administree a un patient 

5 dans le but d'amplifier une reaction immunitaire des lymphocytes T cytotoxiques. 

2) Utilisation selon la re vendi cation 1, caracterisee en ce que les 
lymphocytes B sont des lymphocytes B naifs. 

3) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la reaction immunitaire des lymphocytes T cytotoxiques est 

10 suscitee par une vaccination. 

4) Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que la 
vaccination est une vaccination contre une tumeur et/ou contre une infection 
chronique virale, parasitaire ou a germe intracellulaire. 

5) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 3 ou 4, 
15 caracterisee en ce que la vaccination est une vaccination therapeutique. 

6) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que le compose depletant ou inactivant les lymphocytes B est 
un anticorps polyclonal ou monoclonal, ou un fragment Fab d'un anticorps. 

7) Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
20 l'anticorps ou le fragment Fab de l'anticorps, est dirige contre l'antigene 

transmembranaire CD20 des lymphocytes pre-B ou B matures. 

8) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 6 ou 7, 
caracterisee en ce que l'anticorps est un anticorps monoclonal. 

9) Utilisation selon l'une quelconque des revendications 6 a 8, 
25 caracterisee en ce que l'anticorps est un anticorps chimerique murin/humain 

obtenu par genie genetique. 

10) Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterisee en ce que la composition est destinee a etre administree 
anterieurement et/ou concomitamment et/ou posterieurement a une vaccination, 

30 particulierement une vaccination contre une tumeur et/ou contre une infection 

chronique virale, parasitaire ou a germe intracellulaire 

11) Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que la 
vaccination est une vaccination therapeutique. 
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12) Utilisation selon Tune quelconque des re vendi cations 1 a 11, 
caracterisee en ce que la composition est destinee a etre administree a un patient 
dans le but d'augmenter la reponse cellulaire T specif i que a un vaccin 
therapeutique comprenant un virus de 1'immunodeficience humaine (VIH) 

5 inactive. 
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